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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren und Anlage zur Inaktivierung von in Flussigkeiten befindlichen Viren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivierung von 
in Flussigkeiten befindlichen Viren, wobet innerhalb der 
Flussigkeit Kavitation erzeugt wird. Die (Cavitation wird vor- 
zugswetse durch Veranderung der FlieRgeschwindigkeit in 
der Flussigkeit erzeugt. 

AuSerdem betrifft die Erfindung eine Anlage zur Durchfuh- 
rung des Verfahrens, wobei diese mindestens eine Hoch- 
druckpumpe mit nachgeschaltetem Homogenisierventil 
aufweist. Die Hochdruckpumpe ist vorzugsweise als Mem- 
branpumpe ausgebildet. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Anlage 
zur Inaktivierung von in Flussigkeiten befindlichen Vi- 
ren, 5 

Viren konnen bekanntlich durch chemische Substan- 
zen (chemische Sterilisation) oder durch Erhitzen der 
Flussigkeit (Hitzesterilisation) unschadlich gemacht 
werden. Des weiteren ist bekannt, Viren mitteis Ultrafil- 
tration aus Flussigkeiten zu entfernen. ]0 

Ein Nachteil der chemischen Sterilisation liegt darin, 
daB die zur Inaktivierung erforderlichen Substanzen in 
der Flussigkeit selbst verbleiben und zu nachteiligen 
Nebenwirkungen fuhren konnen. Der Nachteil der Hit- 
zesterilisation liegt darin, daB eine thermische Zerset- 15 
zung oder zumindest Modifikation der in der Flussigkeit 
vorhandenen Komponenten eintreten kann. Dies ist be- 
sonders gravierend, wenn es sich bei der Flussigkeit um 
Kulturuberstande handelt, die hochempfindliche Sub- 
stanzen, wie z. B. Proteine enthalten. 20 

Bei der Entfernung von Viren mitteis Ultrafiltration 
wirkt sich nachteilig aus, daB dieses Verfahren nicht zur 
Behandlung von Suspensionen geeignet ist, da in diesem 
Fall eine Abtrennung der festen Phase erfolgen wurde. 

Zusatzlich besteht die Gefahr der Adsorption von 25 
Bestandteilen aus der Losung der Filtermaterialien. 
Weiterhin kann der ProzeB im technischen MaBstab nur 
sehr schwer und kostenaufwendig unter sterilen Bedin- 
gungen durchgefuhrt werden. Auch miissen die Filter in 
regelmafligen Abstanden gereinigt und gewechselt wer- 30 
den, das je nach Art der herausgefilterten Viren zu Ent- 
sorgungsschwierigkeiten fuhren kann. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren und eine 
Anlage zur Durchfuhrung des Verfahrens zur Verfu- 
gung zu stellen, die es ermoglichen, ohne die nachteil- 35 
igen Wirkungen der bekannten Verfahren Viren in Flus- 
sigkeiten zu inaktivieren. Diese Aufgabe wird entspre- 
chend den kennzeichnenden Teilen der Anspriiche 1 
und lOgelost. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen des Verfahrens sind in 40 
den Unteranspriichen 2 bis 9 beschrieben. Die Unteran- 
spruche 11 bis 18 betreffen vorteilhafte Ausgestaltun- 
gen der Anlage zur Durchfuhrung des Verfahrens. 

Oberraschenderweise werden selbst so kleine organi- 
sche Bestandteile, wie sie Viren darstellen, durch Kavi- 45 
tationswirkung inaktiviert Dabei bleiben andere Be- 
gleitsubstanzen innerhalb der Flussigkeit vorteilhaft un- 
verandert. Als besonders gunstig hat sich bei Versuchen 
ergeben, wenn dabei ein Energieeintrag in die Flussig- 
keit zwischen 10 000 Ws bis 150 000 Ws je Liter einge- 50 
stellt wird. 

Besonders niitzlich ist diese Methode zur Qualitatssi- 
cherung bei der Reinigung von Kuturiiberstanden von 
Zellkulturen und bei der Aufreinigung von Produkten, 
die durch Fermentation von Organismen mit rekombi- 55 
nierter DNA hergestellt werden. Als Beispiel, aber nicht 
ausschlieBlich, ist die Produktion von Plasma Faktor 
VIII und anderen Blutfaktoren anzusehen. 

Aber auch bei der Produktion von mikrobiellen Kul- 
turen, die sehr Bacterio-phagen-empfindlich sind, ist die- 60 
se Methode der Virus-Inaktivierung sehr gunstig. 

Zur Erzeugung von Kavitation kann beispielsweise 
ein in die Flussigkeit eingetauchter Schwinger dienen. 
Vorteilhaft wird die Flussigkeit zusatzlich an der 
schwingenden Oberflache vorbeigefuhrt. Dies kann 65 
auch dadurch erfolgen, daB eine schwingende Struktur 
innerhalb eines Rohres angeordnet wird, an der oder um 
die herum die Flussigkeit durch das Rohr flieBt 



Alternativ kaniWKfch das Rohr selbst so ausgejrtdet 
sein, daB seine Wandungen in einem Abschnitt zu radia-^ 
len Schwingungen angeregt werden. An der Rohrwan- 
dung entstehen dann Bereiche, in denen die Flussigkeit 
kavitiert. 

Besonders kostengiinstig und wirksam laBt sich die 
Kavitation durch eine Beschleunigung der Flussigkeit 
beim Oberstrdmen von Kanten erzeugen. Die dazu er- 
forderliche Energie laBt sich vorteilhaft durch Hoch- 
druckpumpen bereitstellen, wobei die angebotene Ener- 
gie mit hoher Ausbeute durch Homogenisierventile zur 
Inaktivierung von Viren genutzt werden kann. 

Der Inaktivierungseffekt laBt sich vorteilhaft noch 
weiter dadurch erhdhen, daB in die Flussigkeit Schall 
eingeleitet wird. 

Dies erfolgt besonders wirksam, wenn gleichzeitig ei- 
ne Flache eines Verdichtungsraumes als Schallquelle 
wirkt. 

Optimieren laBt sich der inaktivierende Effekt des_ 
Verfahrens dann, wenn sich die Frequenz des eingeleite- 
ten Schalls verandern laBt. 

Besonders leistungsfahig gestaitet sich das Verfahren, 
wenn die Flussigkeit mehrfach Kanten uberstromt und 
dazwischen in sich verjungenden Raumen verdichtet 
wird. 

je nach dem erforderlichen Inaktivierungsgrad der 
Viren, kann es vorteilhaft sein, wenn der beim Oberstrd- 
men der Kanten entstehende Druckverlust durch da- 
zwischen angeordnete Hochdruckpumpen wieder aus- 
geglichen wird. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens ist eine Anlage geeignet, die die kennzeichnenden 
Merkmale des Anspruchs 10 aufweist. Eine derartige 
Anlage laBt sich kostengiinstig aus bereits auf dem 
Markt befindlichen Komponenten aufbauen. 

Bei der Produktion von Metaboliten oder Proteinen 
mit Mikroorganismen oder Zellkulturen mit rekombi- 
nierter DNA oder bei Arbeiten mit pathogenen Viren 
kann die Anlage besonders sicher und steril dann betrie- 
ben werden, wenn als Hochdruckpumpe eine lecksiche- 
re Membranpumpe verwendet wird. 

Ein besonders groBer inaktivierender Effekt laBt sich 
erzielen, wenn das Homogenisierventil mehrere hinter- 
einandergeschaltete Oberstromkanten aufweist 

Noch weiter kann die Wirkung gesteigert werden, 
wenn zwischen den Oberstromkanten verjungende Ver- 
dichtungsraume angeordnet sind. 

Die Ausbildung des Homogenisierventils mit sich zy- 
klisch verandernder Spaltweite fiihrt zu weiterer vor- 
teilhafter Leistungssteigerung der gesamten Anlage. 

FQr praktische Anwendungsfalle hat es sich als beson- 
ders vorteilhaft erwiesen, wenn in die Flussigkeit Schall 
mit einer Frequenz zwischen 20 kHz und 1 MHz einge- 
leitet wird. 

Sehr effektiv laBt sich der Schall dann in die Flussig- 
keit einleiten, wenn die Flachen des Homogenisierven- 
tils, die die sich verjungenden Verdichtungsraume be- 
grenzen, aus magnetostriktivem Material gefertigt sind, 
das einem sich wechselnden Magnetfeld ausgesetzt ist. 

Alternativ dazu hat sich in anderer Ausgestaltung als 
kostengunstige Losung die Einleitung des Schalls in die 
Flussigkeit durch piezoelektrische Materialien erwie- 
sen, mit denen die die Verdichtungsraume begrenzen- 
den Flachen entweder belegt sind oder aber wenn eine 
aus piezoelektrischem Material bestehende Schallquelle 
innerhalb der Verdichtungsraume angeordnet wird. 

Die Erfindung wird in Zeichnungen beschrieben, wo- 
bei weitere vorteilhafte Einzelheiten den Zeichnungen 
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7M ents^hmen sind. 
* Die Zeichnungen zeigen: 

Fig. 1 schematisch die erfindungsgemaBe Anlage, 

Fig. 2 schematisch die Spaltausbildung eines geeigne- 
ten Homogenisierventils und 

Fig. 3-4 die bei den Ausfiihrungsbeispielen gemes- 
sene Abhangigkeit der uberlebenden Phagen von der 
Beschallungszeit. 

In Fig. 1 bedeutet 1 eine Flussigkeit, die mit Viren 
beladen ist. 

Flussigkeiten konnen kohlenhydrat- oder proteinhal- 
tige Losungen wahrend eines Aufarbeitungsprozesses 
zu Pharmazeutika oder aber auch Wasser fiir die Pro- 
duktion sein, das virusfrei aufbereitet werden oder von 
Viren befreit werden muB. Dies spielt u. a. auch in der 
Milchindustrie eine erhebliche Rolle, da die Starterkul- 
turen durch Bacteriophagen vernichtet werden konnen. 
Die Giutaminsaure-Fermentation mit Corynebacterium 
glutamicum ist ebenfalls extrem phagenempfindlich. 

Die Flussigkeit befindet sich in einem Bassin 2. Dabei 
kann es sich beispielsweise auch um ein Schwimmbad 
handeln, dessen Wasserquaiitat verbessert werden soli. 
Die Hochdruckpumpe 3 saugt durch die Ansaugleitung 
4 die Flussigkeit an und fuhrt sie uber die Druckleitung 5 
mit einem Druck von ca. 1000 bar dem Homogenisier- 
ventil 6 zu. In diesem Ventil kavitiert die Flussigkeit I, so 
daB die Viren erfindungsgemaB inaktiviert werden. 
Uber die Austrittsleitung 7 wird die in der Qualitat ver- 
besserte Flussigkeit dem Bassin 2 wieder zugefuhrt. Auf 
diese Weise wird die im Kreis gefuhrte Flussigkeit in 
ihrer Qualitat angehoben. 

Aus der Fig. 1 ist zusatzlich ersichtlich, daB die Anla- 
ge als geschlossenes System mit steriltechnischen ein- 
wandfreien Bauteilen erstellt werden kann. 

In Fig. 2 bedeuten die mit 8 und 9 bezeichneten Ven- 
tilteile ringfdrmige Kolbenende, die im Schnitt keilfor- 
mig ausgebildet sind und mit ihren Keilspitzen und der 
gegeniiberliegenden Leitflache 10 Ringspalten 11 und 
12 bilden. Zwischen den Ringspalten entsteht durch die 
keilfdrmige Ausbildung der ringformigen Kolbenenden 
8 und 9, die konzentrisch angeordnet sind, ein sich ver- 
jungender Verdichtungsraum 13. Zur Einleitung von 
Schail in die Flussigkeit 1, die in Pfeilrichtung 14 flieBt, 
kann der Ringkolben 8 auch magnetostriktivem Materi- 
al gefertigt sein, das einem sich zyklisch verandernden 
Magnetfeld ausgesetzt ist. 

In anderer Ausgestaltung kann eine oder mehrere 
den Ringraum 13 begrenzende Fiache 15, 16 und/oder 
17 selbst zur Schalleinleitung genutzt werden. 

Dazu kann, wie in Fig. 2 dargestellt, beispielsweise die 
Fiache 15 auch mit piezoelektrischem Material 18 be- 
legt sein. 

Es ist auch moglich, durch nicht dargestellte Teile 
einen Schwingkorper 19 innerhalb des Verdichtungs- 
raumes anzuordnen. 

Mit Hilfe eines derartig erfindungsgemaB ausgebilde- 
ten Ventils lassen sich wirkungsvoll in Flussigkeiten be- 
findliche Viren inaktivieren. 

Der inaktivierende EinfluB der Kavitation und des 
eingeleiteten Schalls wird dadurch erklart, daB bei- 
spielsweise Phagen ihrer viralen Aktivitat durch Ab- 
trennung ihrer Testikel und/oder durch Abspaltung ih- 
res DNA-Kopfes beraubt werden. 

Die Wirksamkeit des Verfahrens wurde anhand von 
zwei verschiedenen Typen von Viren nachgewiesen, 
wobei in Proben mit einem Inhalt von 50 Millilitern und 
einer Konzentration von ca. 100 000 Viren je Milliliter 
nach vier bis funfminutiger Behandlung die Viren sich 



auf Coli-Stammen nicht 



anziichten lieflen. 



Beispiel 1 

5 Von einer Abimpfung des Stammes Escheria coli 54 
werden Zellen mit einer Impfose in 1 I Erlenmeyer-Kol- 
ben mit 120 ml Nahrlosung (10 g/l Bacto-Trypto-Difco. 
5 g/l Bacto Yeast Extract, 10 g/l NaCI p.a., aqua dest., 20 
min 121°C sterilisiert) uberfuhrt und 16 h bei 37°C, 

io 290 Upm auf der Schuttelmaschine bebriitet. Die Ex- 
tinktion als MaBdes Wachstumsder Exoli Kulturldsung 
betragt nach dieser Zeit 49,3 OD (578 nm). 

Von dieser Kultur werden 33,5 ml in einen Nahrld- 
sungssoft-agar (Nahrlosung wie oben plus 7,5 g/l Agar) 

is bei 45° C gegeben und in Platten (10 ml) gegossen, 

Nach Erkalten dieser Testplatten spachtelt man je 
0,1 ml einer Bacteriophagenverdunnungsreihe auf und 
bebriitet 16 h bei 37° C Der Bacteriophagentiter wird 
anhand der Phagenlyse-Hofe ausgezahlt. 

20 E.coli-Phagen MAL 315 werden als Phagenlysat in 
einer Ausgangskonzentration von 2 x 10 5 Phagen/ml fiir 
den Versuch eingesetzt. 50 ml des Phagenlysats werden 
in einem vorgekuhlten Becherglas mit einem Ultra- 
schailgerat KLN der Firma Ultraschall GmbH, Heppen- 

25 heim, System 582, Geratetyp 250/101 und einem KLN- 
Kopf mit einer Frequenz von 15 ICHz und einer Lei- 
stung von 10 Watt beschallt. Bei diesem Vorgehen wird 
Kavitation beobachtet. Die erste Probe wurde zu Ver- 
suchsbeginn, die weiteren im Abstand von einer Minute 

30 gezogen. Der Versuch lauft 5 min. Nach r dieser Zeit wird 
mit den Proben eine Verdunnungreihe von 10" 1 bis 
10"~ 5 mit Nahrlosung hergestellt. Zum Austesten des 
Phagentiter plattiert man aus. In Fig. 3 ist die Abnahme 
der vermehrungsfahigen Phagen in Abhangigkeit von 

35 der Beschallungszeit wiedergegeben. Nach 5 min ist der 
Phagentiter von 10 5 Phagen/ml auf 0 bis 10 Phagen/ml 
gesunken. Durch die beschriebene Behandlung wurde 
also die Viruskonzentration um mehr als das lOOOOfa- 
che gesenkt. 

40 

Beispiel 2 

Nit den gleichen Methoden, wie in' Beispiel 1 be- 
schrieben, werden Platten hergestellt und E.coli-Phagen 
45 MAL 103 mit einer Frequenz von 15 KHz und einer 
Leistung von 15 Watt beschallt. Bereits nach 4 min 
(Fig. 4) werden ausgehend von 10 5 Phagen/ml nur noch 
0 bis \0 vermehrungfahige Phagen/ml nachgewiesen. 

50 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Inaktivierung von in Flussigkeiten 
befindlichen Viren, dadurch gekennzeichnet, daB 
innerhalb der Flussigkeit Kavitation erzeugt wird. 
55 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Kavitation durch Veranderung 
der FlteBgeschwindigkeit in der Flussigkeit erzeugt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
60 zeichnet, daB die Kavitation durch zyklisches Be- 

wegen einer die Flussigkeit begrenzenden Fiache 
erzeugt wird, wobei vorzugsweise die Flussigkeit 
an der Fiache zusatzlich vorbeibewegt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
65 gekennzeichnet, daB die Flussigkeit unter hohem 

Druck, vorzugsweise zwischen 500 bar und 
1500 bar, einem Homogenisierventil zugefuhrt 
wird. 
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5. Verfahren nach AnsprucrW; 2, 3 oder 4, dadurch w 
gekennzeichnet, daB ein Homogenisierventil zur 



Erzeugung der [Cavitation verwendet wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4 oder 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB zur Erzeugung des ho- 5 
hen Druckes eine Hochdruckmembranpumpe ver- 
wendet wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, 5 oder 6, dadurch 
gekennzeichnet, da3 im Homogenisierventil in die 
Flussigkeit zusatzlich Schall, vorzugsweise mit ei- 10 
ner Frequenz zwischen 20 Kilohertz und 1 Mega- 
hertz, eingeleitet wird. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der An- 
spruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Inaktivierung der Viren mit einer Beschallungszeit 15 
von 1 bis 20 min, bevorzugt 5 min, erfolgt 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der An- 
spruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Inaktivierung der Viren unter sterilen Bedingungen 
erfolgt 20 

10. Anlage zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens 
eine Hochdruckpumpe mit nachgeschaltetem Ho- 
mogenisierventil aufweist. 25 

11. Anlage nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hochdruckpumpe als Membran- 
pumpe ausgebildet ist 

12. Anlage nach Anspruch 10 oder 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Homogenisierventil mehrere 30 
hintereinandergeschaltete spaltenbildende Ober- 
stromkanten aufweist. 

13. Anlage nach einem der Anspriiche 10 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB zwischen den Ober- 
stromkanten sich verjungende Verdichtungsraume 35 
angeordnet sind, 

14. Anlage nach einem oder mehreren der Ansprii- 
che 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB minde- 
stens eine der Oberstromkanten sich zyklisch verla- 
gernd ausgebildet ist 40 

15. Anlage nach einem oder mehreren der Ansprii- 
che 10 bis 14, dadurch gekennzeichnet daB minde- 
stens eine einen Verdichtungsraum begrenzende 
Flache sich zyklisch verandernd ausgebildet ist 

16. Anlage nach einem oder mehreren der Anspru- 45 
che 10 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB inner- 
halb eines Verdichtungsraumes eine Schallquelle 
angeordnet ist 

17. Anlage nach einem oder mehreren der Ansprii- 
che 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Fre- 50 
quenz der zyklischen Veranderungen einstellbarist 

18. Anlage nach einem oder mehreren der Ansprii- 
che 1 0 bis 1 7, dadurch gekennzeichnet daB sie meh- 
rere Hochdruckpumpen mit zugehorigem Homo- 
genisierventil hintereinandergeschaltet aufweist 55 
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